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1. SQSTM1/p62/A170 regulates the severity of Legionella pneumophila pneumonia by 
modulating inﬂammasome activity
2. Transcription Factors GATA-3 and ROR γ t Are Important for Determining the 






　Legionella pneumophila (L. pneumophila)はグラム陰性桿菌に分類される細菌で、しば
しば重症化を経験するレジオネラ肺炎の起炎菌である (Vergis et al., 2000)。レジオネラ属
は鞭毛を伴う細胞内寄生菌であり、細胞表面に発現する Toll-like receptors (TLRs)や細胞
内に存在する NOD-like receptors (NLRs)といったセンサーの役割をする多数のタンパク







る (Gordon and Martinez, 2010) 。従って、L. pneumophila肺炎において、マクロファージの
レジオネラに対する反応が重症度を決定する主要な因子であることが推測される。
　Sequestosome1/A170/p62 (SQSTM1)は p56lckの SH2ドメインに対するリガンドとして
同定された細胞内タンパクである (Joung et al., 1996)。マウスの SQSTM1である A170は
マクロファージでストレス応答により発現する細胞内タンパクとして最初に同定された 
(Ishii et al., 1999)。SQSTM1は現在では多機能タンパクとして知られ、細胞の生死や環境
応答に関わる様々なシグナルを調節するハブのような役割を担っていると考えられている 
(Komatsu et al., 2012)。
　遺伝子改変マウスを用いた研究から、SQSTM1は骨のリモデリングや肥満、癌化など
を含む様々な細胞活動において重要な役割を担っていることが明らかにされている (Duran 






　L. pneumophila (ATCC#33152)は American Type Culture Collection (ATCC)から購入し、一
度培養した物を分注して -80℃で保存した。実験用の細菌液は凍結ストックからエーゼで
BCYE α液体培地へ接種後 3日間前培養をした後、500ulを 50mlの BYE α液体培地へ接種
し 2日間本培養を行った物を使用した。菌濃度は、OD600の吸光度を用いて推定し、段階
希釈した菌液を BCYE α寒天培地に接種して形成されたコロニー数 (CFU)をカウントして
確定する方法を用い、菌液調製のたびに測定した。マウスおよびマクロファージへの投与
液として、生食を用いて最終濃度 2x109/mlとして使用した。熱処理による不活化は菌液
を 80℃で 20分加熱することで調製し、不活化を BCYE α寒天培地を用いて確認した。
マウス
　C57BL/6 WTマウスは日本チャールス・リバーより購入した。SQSTM1-/-マウスは前述
の通り作成した (Okada et al., 2009)。実験には 7-9週齢のマウスを使用した。マウスは筑
波大学動物資源センター内の SPF環境で飼育した。すべての動物実験は筑波大学のガイ
ドラインに則って実施した。
L. pneumophila または LPS、Silica への暴露
　マウスはイソフルランを用いた全身麻酔の後、ヒト医療用の耳鏡を用いて 22ゲージ静
脈留置針の外筒をマウスの気管内に留置し、1x107/bodyの L. pneumophilaもしくは 100ug/













　腹腔内に 4%チオグリコレートを 2ml注入し、3-4日後に 10%FBSと抗生剤 (100U/ml 
penicillin G, 100ug/ml streptomycin)入りの RPMI1640培地 5mlで 2回洗浄して回収液を得
た後、1x106cells/mlに調製したものを培養プレート上に接種し、2時間後に接着した細
胞をマクロファージとして実験に使用した。細胞は培養開始から実験まで一晩おいてか
ら使用した。L. pneumophila感染実験には 10%FBS入り RPMI1640培地に L. pneumophila




は CytoTox96 Non-Reactive Cytotoxicity Assay (G1780, Promega)を用いて測定した。熱処理
により不活化した菌はMOI 10または 100で用い、フラジェリン (tlrl-pstﬂa, InvivoGen)は
100 ng/mlで、3-MA (M9281, Sigma)は 5 mMの濃度でそれぞれ用いた。NLRP3インフラ
マソーム刺激実験では、マクロファージを 100ng/mlの LPSで 4-16時間刺激してプライミ
ングを行った後、PBS(-)で洗浄後に 1mMの ATP (A2383, Sigma)、4uMの nigericin (N7143, 
Sigma)、200ug/ulの Silica (S5505, Sigma)のいずれかを加えて 4-6時間刺激し、上清と細胞
を回収して実験に使用した。
トランスフェクション
　WTマウスマクロファージから得た NLRP3もしくは IPAFの cDNAをテンプレートに
して PCRで増幅した ORFを pFLAG-CMV2 expression vector (E7398, Sigma)のそれぞれ
HindIII/ClaIもしくは ClaI/SalIサイトへサブクローニングした。同様に、SQSTM1につい
ても pAcGFP1-C1 expression vector (632470, Clontech)の EcoRI/SalIサイトへサブクローニ





　マクロファージ内の RNA を RNeasy Mini Kit (74104, QIAGEN) を用いて回収し、 
ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with gDNA Remover (FSQ-301, TOYOBO)を用いて逆転写
して cDNAを得た。THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (QPS-201, TOYOBO)を用いてリア
ルタイムPCR用のサンプルを調製し、ABI7500 Fast (Applied Biosystems)を用いて検出した。
プライマー配列は Massachusetts General Hospital Primer Bank (http://pga.mgh.harvard.edu/
primerbank/)から得た。用いたプライマー配列の Primer Bank IDは次の通りである： IL-1
β , #118130747c1; TNF- α , #133892368c3; I κ B α , #6754840a1; NQO-1, #161621259c1; HO-1, 
#6754212a1.
共免疫沈降・イムノブロッティング
全細胞抽出液は Laemmliバッファーにて調製した。細胞質分画は 20 mM HEPES, pH 
7.4, 150 mM NaCl, 1% TritonX-100, 10 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM Na3VO4, 1x Complete 
protease inhibitor cocktail (Roche)を混合したバッファーで細胞を溶解し 10分間氷冷した後、
14000gで 3分間遠心した上清を用いた。核分画の調製は、この遠心後の沈殿に 0.1% SDS, 
1 mM PMSF, 0.4 KIU aprotinin, 1 mM Na3VO4を混合したバッファーを加えて超音波処理を
施し 30分間氷冷した後、14000gで 15分間遠心した上清して得た。培養上清中のタンパ
ク質は 10%v/v TCAを加えて 30分間氷冷し、15000gで 15分間遠心して沈殿させ、氷冷し
た 100%アセトンで 2回洗浄を行った後、乾燥させて調製した。共免疫沈降は Dynabeads 
Co-Immunoprecipitation Kit (143.21D, Invitrogen)と次の抗体を用いて実施した： Anti-FLAG 
M2 (F1804, Sigma), Anti-GFP (632592, Clontech), Anti-SQSTM1 (PM066, MBL)。各サンプル
は Laemmliバッファーを加えて 5分間沸騰水中で煮沸し、15%もしくは 5-20%の SDSポ
リアクリルゲルを用いて電気泳動し、PVDF膜に転写した後、次の抗体を用いてウエスタ
ンブロッティングを行った： Anti-NLRP3 (MAB7578), Anti-IPAF (06-1125), Anti-FLAG M5 
(F4042, Sigma), Anti-GFP (632592, Clontech), Anti-ACTB (BMR00270, Bio Matrix Research), 
Anti-LC3B (2775, CST), Anti-ASC/TMS1 (4628, CST), Anti-IL-1 β (8689, CST), Anti-NF κ B p65 
(sc-372, Santa Cruz), Anti-Nrf2 (sc-13032, Santa Cruz), and Anti-LaminB (sc-6217, Santa Cruz)。
ELISA
　培養上清中もしくは BALF中における IL-1 βおよび TNF- αの濃度測定には Quantikine 
Mouse Immunoassay Kit (IL-1 β , MLB00c; TNF- α , MTA00B, R&D)を用いた。同様に IL-18
9については Mouse IL-18 ELISA Kit (7625, MBL)を用いた。
Caspase-1 活性の測定
　L. pneumophila感染マクロファージ培養上清中の caspase-1活性の測定には Caspase-1 
Fluorometric Assay (BF12100, R&D)を用いた。
統計処理
　データは平均±標準誤差で表した。データの解析にはスチューデントの t検定を用いた。
生存曲線の検定には Kaplan-Meire法と log-rank検定を用いた。有意水準には p<0.05を用
いた。
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L. pneumophila 感染 SQSTM1-/- マクロファージ培養上清中の炎症性サイトカイン
　L. pneumophilaは主にマクロファージに感染するため、まず、WTと SQSTM1-/-マウス
より採取したマクロファージを用いて L. pneumophilaに対する反応を検討した。C57BL/6
系統のマウスは L. pneumophilaに対して自然耐性を持っていると報告されているが (Saito 
et al., 2001)、L. pneumophilaがWTおよび SQSTM1-/-マクロファージへ感染し、緩やかに
増殖することを確認した。L. pneumophila感染後のマクロファージの生存率と菌の増殖に
ついてはWTと SQSTM1-/-マクロファージ間で差を認めなかった（図 1 A-B）。
　L. pneumophilaに感染したマクロファージ内では、主にインフラマソーム活性化を介
した IL-1 β産生の亢進や pyroptosisを介した細胞死、NF κ Bの活性化を介した TNF- αを
中心とする炎症性サイトカイン産生の亢進が起こり感染防御につながっていくことが分
かっている (Massis et al., 2011)。そこで、IL-1 βと TNF- αについて、WTと SQSTM1-/-マ
クロファージ培養上清中の濃度を検討した。その結果、IL-1 β、TNF- αのいずれも両群
で L. pneumophila感染に伴って培養上清中への分泌が亢進していた。しかし、IL-1 βは
SQSTM1-/-マクロファージでWTと比較して有意に分泌が亢進していたのに対し、TNF- α
は両群間で差を認めなかった（図 2 A-B）。
L. pneumophila 感染 SQSTM1-/- マクロファージ中の NF-κB 活性
　SQSTM1-/-マクロファージ培養上清中で L. pneumophila感染後に IL-1 βの分泌が有意に
亢進していた結果を受けて、SQSTM1と IL-1 β産生の関連性について検討した。IL-1 βは
前駆体である proIL-1 βとして合成され、細胞内でプロセッシングを受けた後に成熟体で
ある IL-1 βとして細胞外に分泌される。その前駆体である proIL-1 βの合成は転写レベル
で NF- κ Bによって調節されている (Cogswell et al. 1994)。SQSTM1が K63 E3 ユビキチ
ンリガーゼである TRAF6を介して NF- κ Bを活性化させるという報告がある。そこで、
SQSTM1が L. pneumophila感染後にマクロファージ内の NF- κ B活性化に関与するかどう
かを検討した。NF- κ B p65の核内移行、NF- κ Bの活性化に伴い発現が亢進するインヒビ
ターである I κ Bの発現レベル、NF- κ Bの主要なターゲット遺伝子である TNF- αの発現
レベルを検討したが、いずれにおいてもWTと SQSTM1-/-マクロファージ間で差は見られ
なかった（図 3 A-C）。
　L. pneumophila感染後のマクロファージにおいて、ProIL-1 βは細胞外からの TLRs、特に
結果
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TLR2と TLR5の刺激に伴う NF- κ B活性化により産生が亢進するとされるため、TLRを
介した IL-1 β産生についても検討した。熱により不活化した L. pneumophilaは TLR2経路
を刺激し (Girard et al., 2003)、鞭毛の構成成分であるフラジェリンは TLR5経路を刺激す
る (Miao et al., 2007; Steiner 2007)ため、これらを用いてマクロファージを刺激した。熱処
理後の L. pneumophilaによる刺激では、刺激後にマクロファージ培養上清中の IL-1 βレベ
ルはわずかに増加するものの、WTと SQSTM1-/-マクロファージ間で差は見られなかった
（図 4 A）。フラジェリンによる刺激では、マクロファージ培養上清中への IL-1 β分泌さえ
見られなかった（図 4 A）。
　以上の結果から、我々の実験系においては、SQSTM1は L. pneumophila感染に伴う NF-
κ B活性化と proIL-1 β合成に影響を与えていないと考えられた。
L. pneumophila 感染 SQSTM1-/- マクロファージにおけるインフラマソーム活性化
　前駆体である proIL-1 βは caspase-1によるプロセッシングを受けて IL-1 βへと成熟する。
その caspase-1は前駆体である pro-caspase-1として合成されるがそのままでは活性を持た
ず、NLRsと apoptosis-associated speck-like protein containing caspase recruitment domain(ASC)
と共にインフラマソームと呼ばれるタンパク複合体を形成し、インフラマソーム内で活
性化され機能を発揮する。従って、インフラマソーム複合体形成すなわち活性化が IL-1
β , IL-18を含む IL-1 βファミリータンパクの成熟化に直結している (Schroder and Tschopp, 
2010)。SQSTM1-/-マクロファージでは、L. pneumophila感染後にWTマクロファージと比
較して培養上清中の IL-1 βが有意に増加していたが、IL-18においても同様に有意な増加
が見られており（図 5 A）、このことは SQSTM1とインフラマソームとの関連性を疑わせ
る結果であった。また、SQSTM1-/-マクロファージでは、WTマクロファージと比較して、
培養上清中の活性型 caspase-1である caspase-1 p20の増加と、細胞内における caspase-1活









られる (Schroder and Tschopp, 2010)。これらの中で L. pneumophila感染時には IPAFイン
フラマソームが活性化されることが知られており、そのメカニズムとしては NLRである
IPAFがフラジェリンを認識することによる (Zhao et al., 2010)ことが分かっている。他方
で、NLRP3インフラマソームの刺激因子は多岐にわたり、ペプチドグリカン、細菌の核









は起こらない。プライミングは低濃度の LPS刺激で起こすことができ、TLR4 - NF- κ B経
路の活性化を通して達成される。今回我々はプライミングに LPSを使用したが、LPS単
独では IL-1 βの転写亢進は見られたが、IL-1 βの分泌はなされないことを確認した（図 6 A）。
ちなみに L. pneumophilaはプライミングと IPAFインフラマソームの活性化を同時に起こ
すことができる。LPS刺激によるプライミングに引き続いて、NLRP3インフラマソーム
活性化因子である ATPにて刺激を行ったところ、SQSMT1-/-マクロファージ培養上清中の
IL-1 β濃度はWTマクロファージと比較して有意に高値を示した（図 6A）。一方、IL-1 β
の mRNAレベルは両群で差を認めず（図 6B）、IL-1 βの成熟過程に差があることが示唆さ
れた。NLRP3インフラマソーム活性化因子であるが、ATPとは異なる経路で活性化を起
こすことが知られている Silicaについても同様の検討を行ったところ、やはり SQSMT1-/-










加した NLRP3または IPAFを、GFPタグを付加した SQSTM1と共に 293T細胞内で強制
発現させた上で、それぞれ抗 FLAG抗体もしくは抗 GFP抗体を用いて共免疫沈降したと
ころ、NLRP3及び IPAF共に SQSTM1と共免疫沈降された（図 7 A, B）。次に、WTマク
ロファージを用いて内因性タンパクにおいても同様に実験を行った結果、インフラマソー
ム刺激後のWTマクロファージにおいてもNLRP3はSQSTM1により共免疫沈降された （図
7 C）。一方、他のインフラマソーム構成タンパクである ASC, caspase-1について、WTマ
クロファージを用いた共免疫沈降実験を行ったが、両者共に SQSTM1とは共免疫沈降さ
れなかった （図 7 C）。これらの結果は SQSTM1が NLRP3, IPAFと直接結合し機能を発揮
しうることを示唆すると考えられた。SQSTM1が同じく NLRである NOD2の NACHTド
メインに結合するという研究報告が最近なされ (Park et al., 2013)、これは我々の仮説を支
持していると考えられた 。
　活性化刺激により IPAFインフラマソームは NACHTドメインを介して重合し、
caspase-1を活性化させることが分かっている (Davies et al., 2011)。我々の結果でも、L. 
pneumophila感染後の SQSTM1-/-マクロファージにおいて、WTマクロファージと比較し
て単量体の IPAFが減少し、二量体の IPAFが増加しており（図 7 D）、共免疫沈降の結果
と合わせると、SQSTM1は NLRP3, IPAFといった NLRの恐らく NACHTドメインに直接
結合し、重合を阻害することでインフラマソームの活性化を抑制していると考えられた。
L. pneumophila 感染 SQSTM1-/- マウスにおける肺炎症
　これまでの実験でマクロファージレベルでの L. pneumophila感染もしくは ATP、Silica
刺激に対する SQSTM1の反応を明らかにした。そこで、マウスレベルでの SQSTM1の役
割を明らかにするために、WTおよび SQSTM1-/-マウスに L. pneumophilaを気管内に投与
し肺炎モデルを作成した。
　感染後の生存率および全肺中の菌量については、両群で明らかな差は見られなかっ





おり（図 9 B）、IL-1 β濃度も同様に SQSTM1-/-マウスで有意な増加が見られた（図 9 C）。







10 A, C）。また、BALF中の好中球数も SQSTM1-/-マウスでWTと比較して有意に増加が
見られた（図 10 B, D）。
　以上の結果から、SQSTM1がインフラマソームの活性化を抑え、急性肺障害に対して
も抑制的に作用している可能性が示唆された。
L. pneumophila 感染 SQSTM1-/- マクロファージとオートファジー
　L. pneumophilaはマクロファージ中でオートファゴソームに似た空胞内で増殖する 
(Dubuisson and Swanson, 2006; Isberg et al., 2009)。また、SQSTM1はオートファゴソーム形
成に必須であるタンパクの LC3/Atg8と相互作用をする (Komatsu et al., 2007; Komatsu et al., 
2009)。そこで L. pneumophila感染後のマクロファージ内で SQSTM1がオートファジーに
与える影響について検討した。オートファゴソーム形成のマーカーとされる LC3-II/LC3-I




L. pneumophila 感染 SQSTM1-/- マクロファージ中の Nrf2 活性
　Nrf2は酸化ストレス防御に重要な役割を担う転写因子で、SQSTM1は Nrf2を抑制して
いる Keap1と競合することで Nrf2の活性化を起こすことが明らかになっている (Komatsu 
et al., 2010)。そこで L. pneumophila感染後のマクロファージ内で SQSTM1が Nrf2の活性
化に与える影響について検討した。Nrf2の核内移行、Nrf2のターゲットである NQO-1
と HO-1の転写活性について、L. pneumophilaを感染させたWTおよび SQSTM1-/-マクロ
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ファージで検討した。Nrf2の核内移行は L. pneumophila感染前後でほとんど変化せず、ま
た、両群間でも差は見られなかった（図 12 A）。また、NQO-1および HO-1の転写活性に
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Time Post Infection (Hours)
WT
SQSTM1-/-
図 1. WT と SQSTM1-/- マクロファージにおいて L. pneumophila 感染後の生存率と菌の増殖のいずれに
も差を認めない：WTマクロファージ（白）、SQSTM1-/-マクロファージ（黒）における L. pneumophila感染
後の (A)マクロファージ生存率と (B)マクロファージ内菌量の変化
図 2. L. pneumophila 感染後マクロファージの IL-1 β分泌は SQSTM1-/- マクロファージで WT マクロ
ファージと比較し亢進しているのに対し、TNF- α分泌は両群で差を認めない：L. pneumophila感染後のWT









































































































図 3. L. pneumophila 感染後の NF- κ B 活性は WT マクロファージと SQSTM1-/- マクロファージ間で差
を認めない：L. pneumophila感染後のWTマクロファージ（白）、SQSTM1-/-マクロファージ（黒）における、
(A)核抽出物内 NF- κ B p65発現と内部標準としての Lamin B発現に対する比率、細胞内 (B)I κ B α mRNA、(C)









































































































































図 5. SQSTM1-/- マクロファージでは L. pneumophila 感染後の caspase-1 活性が亢進している：L. 
pneumophila感染後のWTマクロファージ（白）、SQSTM1-/-マクロファージ（黒）における、(A)培養上

















































図 6. SQSTM1-/- マクロファージでは NLRP3 インフラマソーム刺激による IL-1 β分泌が亢進している：(A-B) 
WTマクロファージ（白）、SQSTM1-/-マクロファージ（黒）における LPS±ATP刺激による (A)培養上清中の
IL-1 β濃度、(B)IL-1 β mRNAの非刺激WTマクロファージに対する相対発現量。(C-D) Silica刺激によるWT
























































































































図 7. SQSTM1 は NLRP3、IPAF と直接結合して重合化を阻害し、インフラマソームの活性化を抑制する：
















































図 8. WT マウスと SQSTM1-/- マウスでは L. pneumophila 肺炎後の生存と増殖菌量に差を認めない：L. 










































図 9. SQSTM1-/- マウスでは L. pneumophila 肺炎による好中球性肺炎症の亢進を認める：L. pneumophila
感染後の (A)WTマウスおよび SQSTM1-/-マウス肺病理像、(B-C)WTマウスおよび SQSTM1-/-マウス気管支肺


























図 10. SQSTM1-/- マウスでは LPS または Silica による好中球性肺炎症の亢進を認める：LPS気管内投与後

































































































































図 12. L. pneumophila 感染後の Nrf2 活性は WT マクロファージと SQSTM1-/- マクロファージ間で差を
認めない：L. pneumophila感染後のWTマクロファージ（白）、SQSTM1-/-マクロファージ（黒）における、(A)
核抽出物の Nrf2発現及び内部標準としての Lamin B発現に対する比率、細胞内 (B)NQO-1 mRNA、(C)HO-1 
mRNAの LP(-) WTマクロファージに対する相対発現量
A
B C
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